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System zur Freisetzung und Isolierung von Nukleinsauren 



Gegenstand der Erfindung sind ein System zur Freisetzung und Isolierung von Nuklein- 
sauren und ein Verfahren zur Benutzung dieses Systems. 

Nachweisverfahren, die auf der Bestimmung von Nukleinsauren in einer Probe beruhen. sind 
in jungerer Zeit verstarkt mil Interesse bedacht worden. Dies liegt unter anderem in der er- 
reichbaren hohen Spezifitat des Nachweises. Hierin sind Nukleinsaurenachweise den Anti- 
gennachweisen prinzipien uberlegen. Wahrend Antigene jedoch oft in einer Probe schon 
relativ zuganglich vorliegen, miissen Nukleinsauren, insbesondere bei Nachweisen von 
Organismen, meist in mehreren Schritten zuganglich gemacht werden. Dartiber hinaus sind 
Nukleinsauren in der Regel in sehr geringen Konzentrationen vorhanden. Insbesondere bei 
der Isolierung von Nukleinsauren aus zellhaltigen Proben sind bisher aufwendige Aufreini- 
gungsverfahren bekannt. 

Die Sensitivitat der auf dem Markt derzeit angebotenen Probenanreicherungs- und Proben- 
vorbereitungssysteme fiir Nukleinsauren ist oft nicht hinreichend groQ. Bei der Probenvor- 
bereitung mit automatisierten Verfahren ist zudem keine ausreichende Kontaminations- 
sicherheit gegeben, die eine Amplifikation z. B. mittels PCR ermoglichen wurde. Die zur 
Zeit erhaltlichen automatischen Probenvorbereitungssysteme benotigen zudem organische 
Losungsmittel (Phenol- und/oder Chloroform-Alkoholgemische) zur Gewinnung der 
Nukleinsauren. 

Die derzeit eingesetzten Verfahren unter Verwendung einer Immobilisierung der Nuklein- 
sauren benutzen im wesentlichen zwei Prinzipien zur Isolierung der Nukleinsauren. In einer 
ersten Mdglichkeit werden nukleinsaurehaltige flussige Proben durch eine Festphasenmatrix 
gesaugt, wobei die Nukleinsauren in der Festphasenmatrix festgehalten werden. Dies setzt 
einen vorherigen Lyseschritt voraus, der in einem getrennten GefaB durchgefuhrt wurde. 
AnschlieBend werden die Nukleinsauren durch Durchsaugen einer Elutionsflussigkeit von 
der Festphasenmatrix gelost. Die nukleinsaurehaltige Elutionslosung wird in ein Gefafl zur 
Weiterbearbeitung abgesaugt. Es hat sich jedoch herausgesteUt, daB die derzeit verwendeten 



PCT/EP96/01368 

WO 96/31781 



Vorrichtungen im Hinblick auf die fur die Durchfuhrung einer spateren Amplifikat.ons- 
reaktion, z. B. PCR, erforderlichen Reinheit nicht ausreichend sind. 

Be, einem zweiten Prinzip werden die Nukleinsauren ausgefalk und mittels einer Zentnruge 
separiert Bei diesem Verfahren ist jedoch ein sogenannter Batch-Betrieb unumganghch. Be, 
einem solchen Verfahren wird beispielsweise eine zellhahige Losung in einem ersten Reak- 
tionsgefafl mh lysierenden Agenzien behandelt. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung 
aus dem GefaB in ein Zentrifugationsrohrchen ump, P eniert. Dieses Rohrchen hat emen E.n- 
satz, an welchem die freigesetzten Nukleinsauren adsorbieren konnen, wahrend die resttache 
Flussigkeit wahrend der Zentrifugation in den unteren Bereich des Rohrchens flieGen kann 
Zum Waschen der absorbierten Nukleinsauren wird der Einsatz ein- oder mehrmals nut 
einer Waschfliissigkeit behandelt. Hierzu muB der Einsatz in ein we.teres Zentnfugat.ons- 
rohrchen uberfuhrt werden, darrut rucht Reste der Probenflussigkeit wieder zuruck ,n den 
Einsatz gelangen. Im letzten Schntt wird der Einsatz in ein weiteres neues GefaB e.ngesetzt. 
Die Nukleinsauren werden durch Zentrifugauon einer Elutionslosung durch den E,nsatz ,n 
ein weueres GefaB hinein in eine we.terverarbeitungsfahige Losung uberfuhrt. Dieses Ver- 
fahren ist jedoch einerseits mit einem hohen Kontaminationsrisiko behaftet und andererse.ts 
sind eine Vielzahl von Wechseln der ReaktionsgefaBe erforderlich. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein System bereitzustellen, bei dem die Nach- 
teile des Standes der Technik vollstandig oder zumindest teilweise beseitigt werden Insbe- 
sondere konnen mit diesem System Nukleinsauren an einer Festphasenmatnx absorb.ert und 
desorbiert werden, ohne daB fur diese Schritte eine Zentrifuge erforderlich ware. 
Ein wesentlicher Aspekt der Erfindung ist eine Aufhahme fur ein ProbenbearbeUungsgefaB, 
welches temperiert und in eine Bewegung versetzt werden kann, so daB eine Durch- 
rruschung der in dem ProbenbearbeitungsgefaB befindlichen Substanzen erreicht wird Zu- 
dem verfugt diese Aufhahme uber einen AnschluB an ein einen Unterdruck erzeugendes 
System (z B. Schlauchpumpe, Kolbenhubpumpe). AuBerdem ist es mit der Aufhahme mog- 
fich. innerhalb der ProbenbearbeitungsgefUBe magnetische Partikel abzuscheiden. Wesem- 
liche Vorteile der Erfindung sind der Schutz gegen Kontamination (sowohl von Probe zu 
Probe als auch von System zu Umwelt) sowie die Moglichkeit, ausreichend viele Proben- 
bearbeitungsgefaBe aufzunehmen, urn ein wirtschaftUches Betreiben dieses Systems zu ge- 
wahrleisten. 
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Gegensiand der Erfindung ist ebenfalls ein Verfahren zur Freisetzung und Isolierung oder 
zum Nachweis von Nukleinsauren aus biologischen Kompartimemen einer Probe, ent- 
haltend die Schritte: 

- Inkubation der Probe in einem ProbenbearbeitungsgefaB zusammen mil magnetischen 
Partikeln, welche die biologischen Kompartimente binden konnen, unter Schutteln des 
P rob enbearbeitungsgefaOes, 

- Positionieren eines Magneten in der Nahe des Probenbearbeitungsgefafles, so dafl die 
Magnetpartikel an der GefaBwand festgehalten werden, 

- Entfernen der resultierenden Flussigkeit aus dem ProbenbearbeitungsgefaB, 

- Resuspension der Magnetpartikel in ciner zweiten Flussigkeit durch 

a) Entfernen des Magneten aus der Nahe des Probenbearbeitungsgefafles, so da/3 die 
Magnetpartikel nicht mehr durch den Magneten an der Wand festgehalten werden und 
gleichzeitig 

b) Schutteln des Probenbearbeitungsgefafles, 

- AufschluB der biologischen Kompartimente unter Erwarmung 

- Abkuhlen der AufschluBmischung unter Bedingungen, die eine Immobilisierung oder Hy- 
bridisierung der zu isolierenden oder nachzuweisenden Nukleinsaure ermoglichen 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Freisetzung und Isolierung 
von Nukleinsauren aus einer Suspension von biologischen Kompartimemen nut Magnet- 
partikeln mit den Schritten: 

. Inkubation einer Probe in einem ProbenbearbeitungsgefaC zusammen mit magnetischen 
Partikeln zum Zwecke des Aufschlusses der biologischen Kompartimente, 

. Abkuhlen der AufschluBmischung und Immobilisierung der zu isolierenden oder nachzu- 
weisenden Nukleinsaure an den magnetischen Partikeln, 

. Aufhebung der Immobilisierung und tlberfuhrung der isolierten und aufgereinigten 
Nukleinsaure in einen pipettierfahigen Zustand. 
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Nukleinsauren Un Sinne der vorliegenden Erfindung sind Nukleinsauren, die in b.dogischen 
Kompartimenten vorliegen. Unter biologischen Kompartimenten werden insbesondere 
ZeUen, z B. viralen oder bakterieUen Ursprungs verstanden. Besonders bevorzugt hegen d.e 
Zellen im wesenthchen im vereinzelten Zustand vor. Prinzipiell konnen auch mehrzelUge 
Kompartimente un Sinne der Erfindung bearbeitet werden. Diese Kompartimente mit ,hren 
Nukleinsauren Hegen zu Beginn des erfindungsgemaCen Verfahrens in einer Probe vor Be- 
vorzugt ist diese Probe eine Suspension der biolo gl schen Kompartimente in oner Fluss,g- 
keit. Solche Proben konnen beispielsweise erhalten werden aus Kdrperflussigkeken, z. B 
Biut, Speichel oder Urin. 

Unter Freisetzung der Nukleinsauren wird im S.nne der Erfindung der Austntt der Nuklein- 
sauren aus den biologischen Kompartimenten verstanden. Dieser Austntt kann auf beheb.ge 
Weise geschehea Bevorzugt findet der Austntt dutch Zerstdrung der die biologischen 
Kompartimente gegen die Flussigkeit abgrenzenden Wand statt. Dies kann beisp.elswe.se 
erreicht werden durch Behandlung der Kompartimente mit zellwandzerstdrenden Mmeln, 
z. B. Proteinase K. 

Unter der Isolierung von Nukleinsauren wird die Abtrennung der Nukleinsaure von anderen 
Bestandteilen der Probe verstanden. Solche anderen Bestandteile sind beispielswe.se d.e 
Wande der biologischen Kompartimente, deren Abbauprodukte, weitere Inhaltsstoffe der 
biologischen Kompartimente sowie Inhaltsstoffe der Flussigkeit, welche d.e biologischen 
Kompanimente in der Probe umgibt. Hierzu gehoren beispielsweise Proteine, Inhibuoren 
fur Enzyme, insbesondere Nukleinsaure-abbauende Enzyme, wie Dnase oder RNase. In 
diesem Sinne kann Isolierung auch als eine Art Reinigung der Nukleinsauren verstanden 
werden. Diese Isolierung kann sowohl spezifisch als auch unspezifisch im Hinbhck auf 
weitere in der Probe enthaltenen Nukleinsauren sein. 

Unter einem Nachweis von Nukleinsauren wird erfindungsgem^ ein Verfahren verstanden. 
bei welchem die Anwesenheit oder Menge von Nukleinsauren bestimmt wird. Diese Verfah- 
ren kdnnen sowohl quantitativ als auch qualitativ vorgenommen werden. Fur die Durchfch- 
rung quanutativer Nachweise wird in der Kegel ein Vergleichsversuch mit einer Probe 
durchgefuhrt, die eine bekannte Menge der nachzuweisenden Nukleinsauren othllt. Der 
Nachweis kann sowohl sequenzspeztf sen als sequenzunspe»fisch sei, Um d.e Nachwe,e 
spezflsch zu machen. verwendet man in der Kegel sogenaante Sonden, die dadurch geken,- 
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zeichnet sind, daB sie eine Nukleobasensequenz aufweisen, die mehr oder weniger charak- 
teristisch fur die Nukleinsauren in der Probe ist. Sofern ein spezifischer Nachweis von 
Nukleinsauren gewunscht wird, wird eine Sonde eingesetzt, die eine Basensequenz enthalt, 
welche komplementar zu der Basensequenz der nachzuweisenden Nukleinsaure, nicht je- 
doch zu anderen Nukleinsauren in der Probe, ist. Sonden konnen Molekule sein, die eine 
direkt oder Lndirekt nachweisbare Gruppe enthalten. Direkt nachweisbare Gruppen sind bei- 
spielsweise radioaktive ( 32 P) farbige oder fluoreszierende Gruppen oder Metaliatome. 
lndirekt nachweisbare Gruppen sind beispielsweise immunologisch oder enzymatisch wirk- 
same Verbindungen, wie Antikorper, Antigene, Haptene, Enzyme oder enzymatisch aktive 
Teilenzyme. Diese werden in einer nachfolgenden Reaktion oder Reaktionssequenz detek- 
tiert. Besonders bevorzugt sind Haptene, z. B. Digoxygenin oder Biotin. Solche hapten- 
markierten Sonden konnen in einer anschlieflenden Reaktion mit einem markienen Anti- 
korper gegen das Hapten leicht nachgewiesen werden 

Beschreibung des Systems: 

Gegenstand der Erfindung ist ein System zur Freisetzung und/oder Isolierung von Nuklein- 
sauren aus einer Suspension von biologischen Kompartimenten, enthaltend die Komponen- 
ten 

- eine Au&ahmeeinheit ( 1 0) fur eines oder mehrere ProbenbearbeitungsgefaBe (A), 

- eine Thermostatoreinheit (20) zur Thermostatisierung der ProbenbearbeitungsgefaDe (A) 
und darin enthaltener Fliissigkeiten, 

- einen Schuttler (30) zum Schiitteln der ProbenbearbeitungsgefaBe (A) und 

- einen Abscheider (40) zur magnetischen Abscheidung der Magnetpartikel an einer Wand 
jedes Probenbearbeitungsgefafies (A), 

- eine Pumpeinheit (50) zur Entfernung von Flussigkeit aus dem ProbenbearbeitungsgefaB 
(A). 

Das System hat eine leicht zu reinigende Oberflache und schiitzt den Anwender vor Ver- 
brennungen (z. B. durch einen KunststoflSnantel). 

In FIG 1 und 2 ist ein System mit erfindungsgemaflen Einheiten schematisch dargestellt 
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Das System besitzt eine Aumahmeeinheit (10) fur die ProbenbearbekungsgefaBe. D.ese 
Aufnahmeeinheit enthalt mehrere Vertiefungen (12), auch Kavttaten genannt, in welchen d,e 
Probengefafie plaziert werden. Die Anordnung der Kavitaten zuemander 1st bevorzugt Unear 
oder « Untergruppen linear, die zueinander im rechten Winkel plaz.cn smd. Der Abstand 
der Kavitaten entspricht bevorzugt dem Abstand von Mulden einer M.krouterplatte. we.ter 
bevorzugt wird das Doppelte de S vorgenannten Abstandes. Die Kav.taten smd m ,hrer 
Geometric den ProbengefaBen angepaBt. 

Das Probenbearbeitungsgefafl (A) kann prinzipiell jede beliebige Form aufweisen. Solche 
ProbenbearbeitungsgefcBe konnen z. B. die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (z. B ,m 
96 Wellformat) sein. Bevorzugt handelt es sich jedoch urn zy.mdnsche GefaBe, welche e.ne 
obere EmlaBaflhung und, besonders bevorzugt. eine untere AuslaBaffnung (A .1 ) besoze, 
En solches ProbenbearbeitungsgefaB kann zur kontarninationsredu^enen Bearbeuung von 
nukleinsaurehaltigen Proben venvendet werde, Diese GefaBe bestehen in der Regel aus 
Kunststoffen, z. B. Polypropylen 

Besoms bevorzugt konnen im Rahm*. der vorliegenden Erfindung GeMe angesem 
werden, wie s.e to den deutschen Gebrauchsmusteranmeldungen Aktenzeichen 29505652.S 
und 29505707.6 beschrieben sind. 

Die Temperierung der FlOssigkei. u, den MM*««i «" 

durch eine Thermosmoreinhei. (20) vorgenommen. Die* Emhe,,. welche prinzipiell aus fu, 
Thermostate ublichen Baueinhenen besteht, is. vorzugsweise in die Aufi.ahmeeuu.e.t (10). 
in belcher die Probenbearbeitungsgefll). positioner, werden kbnner, zunundest te.lwe.se 
taegnert. Die Einhei. (10) M insbesondere emen Biock aus Metall, welcher gu.e 
wanndeiteigenschaften ha, Dieser 1st aufdi. *uB.,« Form der ProbenbearbeitungsgefaBe 
so abgesdmmt, daB ProbenbearbeitungsgefaOe. die sich in der Aufhahme befinden, m,. ,hre, 
Wandung mOghchst gut an den, MetaUblock anlege* so daD ein effizienter Warrneubenrag 
mOgBch is,. In AbhSngigkei. von der in dem ProbenbearbeirungsgeftB durchzufuhrenden 
Reaktion wird die Temperatar in dem Block erhoht oder emiedngt. Das 
Temperaturspekuum erstreckt sich von 4 - 95 °C. ldealerwe.se wird d, 
Temr*ratu,erh6hung durch mehrere elek,nsche Heizelemente reahsiert, die s,ch moghchs. 
„ahe an dem Probenbearbei.ungsg.iW befinden. Die Kuhlung der Flnssigkei, un 
ProbenbearbeitungsgefaB wird durch MM— ^siert. die ebenfatts mbgbchst nahe 
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an den ProbenbearbeitungsgefaBen plaziert sind. Eine Temperaturregelung erfolgt 
bevorzugt iiber einen Fuzzy-Regier oder einen PIDT-Regler. In die Thermostatoreinheit 
sind Thermofuhler in ausreichender Zahl an reprasentativen Stellen plaziert. 

Eine weitere Ausruhrungsform der Thermostatoreinheit (20) besitzt einen von Flussigkeit 
durchstromten Block. Als Temperiermedium dienen Fliissigkeiten; meist Wasser oder wass- 
rige Salzlosungen. Die Temperierflussigkeit wird bevorzugt iiber flexible Schlauche von 
einer Heizung bzw. Kuhlung mittels einer Umwalzpumpe direkt in Offnungen (2 1) im Block 
(10) eingespeist. Das Fassungsvermbgen des Temperierreservoirs (in Fig. 1 bezeichnet mit 
Heizung und Kiihier) auQerhalb des DNA-Moduls ist um ein vielfaches groBer als das Tot- 
volumen des DNA-Moduls damit beim Umschalten des 2-Wege-Ventils diese StbrgrbBe 
rrunimiert wird. Die Heizung und der Kuhler temperieren im Vorlauf und werden bei Bedarf 
getaktet. Eine Regelung schaltet das Ventil, Heizung und Kuhlung, zusammen mit dem ge- 
eigneten Volumenstrom der Umwalzpumpe werden die gewiinschten Heiz- und Kuhlraten 
erreicht. Als Thermostatoreinheit (20) ist bei dieser Ausfuhrungsform die Kombination von 
flussigkeitsdurchstrbmten Block, Umwalzpumpe, Heizung, Kuhler und 2-Wege- Ventil zu 
verstehen. Als DNA-Modul wird die Vorrichtung umfassend Aufhahmeeinheit fur Proben- 
bearbeitungsgefafl, Schiittler und Abscheider bezeichnet. 

Das System ermbglicht das Arbeiten mit magnetischen Partikeln (Beads). Unter Magnet- 
partikeln werden Partikel verstanden, welche durch einen Magneten in eine bestimmte 
Richtung transportien werden konnen. Hierzu gehbren beispielsweise ferromagnetische 
oder superparamagnetische Materialien. Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind 
ferromagnetische Materialien. Partikel sind feste Materialien mit einem geringen Durch- 
messer. Im Sinne der Erfindung sind besonders Partikel geeignet, die eine durchschnittliche 
KorngrbBe von mehr als 2,8 um, jedoch weniger als 200 um haben. Besonders bevorzugt 
weisen sie eine durchschnittliche KorngrbBe zwischen 10 und 15 um auf. Bevorzugt ist die 
KorngrbBenverteilung homogen. Diese Partikel sind an ihrer Oberflache so modifiziert, daB 
sie die biologischen Kompartimente binden konnen. Hierfur geeignete Magnetpartikel sind 
die bekannten und kauflichen Utexmagnetpartikel, an welche z. B. Antikbrper gebunden 
sein konnen. Zur Bindung der biologischen Kompartimente an die Magnetpartikel werden 
insbesondere Antikbrper verwendet, welche gegen Oberflachenantigene der biologischen 
Kompartimente gerichtet sind. Derartige Magnetpartikel sind ebenfalls kommerziell erhalt- 
Uch. 
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Des weiteren konnen glasmagnetische Pigmente emgesetzt werden, an deren Oberflachen 
Nukleinsauren binden. Solche glasmagnetischen Pigmente sind aus der deutschen Patentan- 
meldung 19537985.3 bekannt. 

Damit das erfindungsemafle Verfahren erfolgreich durchgefohrt werden kann, ist es 
notwendig, die Magnetpartikel for bestimmte Reaktionsschritte an der Innenwand des 
ProbenbearbeitungsgefaBes zu binden und mit einem nachfolgenden Sehritt wieder m 
Suspension zu bringen. Im Sinne der Erfindung, als besonders bevorzugt, wird for die Pos, 
tionierung der Magneten ein Abscheider (40) mit einem oder mehreren an dem Abschader 
befestigten Permanentmagneten oder Elektromagneten an das Probenbearbeitungsgefafl 
herangefahren Die for eine effiziente Abscheidung erforderliche Entfernung des Magneten 
vom Probenbearbe.tungsgefaB hangt stark von der GroBe des durch den Magneten emd- 
baren Magnetfeldes und der GroBe und Magnetisierbarke.t der Magnetpartikel ab. AuBer- 
dem hat die Art der spater folgenden Bearbeitungsschntte (z. B mechanische Belastung der 
Magneten) einen EinfluB auf die zu verwendende Magnetfeldstarke Sofem es sich urn emen 
Permanentmagneten handelt, wd dieser aus einer Position, die rucht for eine Absche.dung 
der Magnetpartikel ausreicht, in die Nahe des GefaBes gebracht, so daB die Magnetpamkel 
an der GefaBwand festgehalten werden. Fur den Fall der Verwendung eines Elektro- 
magneten wird dieser eingeschaltet und solange im eingeschalteten Zustand belassen, b,s 
eine Bearbeitung der festgehaltenen biologischen Kompartimente abgeschlossen ist. 

Unter der Positionierung eines Magneten in der Nahe des GefaBes soil auch der Fall ver- 
standen werden, daB das Gefafl in die Nahe des Magneten gebracht wird. Letztendhch 
kommt es also nur auf die Relativbewegung des Magneten zum GefaB an. 
Der Abscheider (40) weist bevorzugt einen Magneten auf, welcher auf einer vorbesnmmten 
Bahn, z B tiber Schienen oder, bevorzugt durch Bewegung des Magneten auf oner Kre.s- 
bahn, z B um erne neben dem ProbengefaB liegende Achse, auf das Probenbearbeitungsge- 
faB hin beweglich ist. Der Abscheider beinhaltet auBerdem einen Motor, welcher sowohl d.e 
Bewegung des Magneten auf das ProbenbearbeitungsgefaB zu als auch dessen Wegbewe- 
gung realisieren kann. 

in einer weiwen AurfUhrung weis, de, AbscneiderHO) eine Zahnstange auf, die uber einen 
Gleichstromnrotor ode, auemanv Ober einen Schrittmotor linear verfahren werden kann. 
R«htwi»klig angeordne. » der Zahnstange bennde. sich eine Hahevorrichrung fir d,e 
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Magnete, in diesem Fall Permanentmagnete. Die Endpositionen der Magnetbewegung 
konnen uber Lichtschranken detektiert werden. Bevorzugt wird jedcm Probenbearbeitungs- 
gefaB ein Magnet zugeordnet, der mit seiner Stirnseite an dieses herangefiihn wird. Es ist 
jedoch auch mbglich, an jedes ProbenbearbeitungsgefaB 2 Magnete heranzuftihren. Dabei 
wird bevorzugt jeweils 1 Magnet an 2 GefaBe herangefiihn, so daB fur n GefaBe lediglich 
n+1 Magnete einzusetzen sind. 

Zur Abscheidung miissen die Magnete moglichst nah an die Probenbearbeitungsgefafle her- 
angefuhrt werden, urn eine hohe Abscheiderate der magnetischen Panikel zu erzielen. 
Wichtig ist auch ein ausreichender Verfahrweg der Magnete zwischen den Positionen. In 
Abhangigkeit vom verwendeten Magnetmaterial und der Magnetgeometrie mussen die 
Magnete bis zu 40 mm vom ProbenbearbeitungsgefaB entfernt werden urn eine ungewollte 
Abschediung zu verhindem. Wichtig fur die Funktion des Instrumentes ist es, daB die 
magnetischen Krafte nur dann auf die Partikel im ProbenbearbeitungsgefaB wirken T wenn 
dies gewiinscht ist. Somit ist der Magnet in der inaktiven Position so weit vom Gefafl zu 
verfahren, dafl das Magnetfeld keine nennenswerte Wirkung mehr auf die Bewegung der 
Partikel hat. 

Dies kann auch so realisiert werden, daB der Abstand zwischen Magnet und Probenbear- 
beitungsgefaB nicht verandert wird. Die Magnetfelder konnen jedoch durch ein n-Metall, 
welches zwischen Gefafl und Magnet bewegt wird, unterbrochen werden. 

Eine wettere mogliche Anordnung der Magnete erfolgt auf einer drehbaren, von einem 
Gleichstrommotor angetriebenen Welle. Mit dieser Ausfuhrungsform ist es mbglich, die 
Magnete auf einer Kreisbahn zu bewegen. Die Magnete selbst konnen auf dieser Welle be- 
liebig angeordnet werden, so daB bei Bewegung der Welle ein Heranfuhren oder Wegbe- 
wegen der Magnete an bzw. von den ProbenbearbeitungsgefaBen erfolgt Daruber hinaus ist 
eine Antrieb vorteilhaft, bei der auf gegenuberliegenden Seiten des Systems je 1 Welle mit 
einer Anzahl Magneten angeordnet ist. Die Wellen werden ilber einen Zahnriemen von 
einem Motor angetrieben. Bei dieser Anordnung bewegen sich je 2 Magnete synchron auf 
die Stirnseiten der ProbenbearbeitungsgefaBe zu. 

Magneten fur die vorliegende Erfindung weisen bevorzugt eine Masse zwischen 0,5 und 
5 g, besonders bevorzugt zwischen 1 und 4 g auf Die auBeren Abmessungen, die im Proto- 
typ verwendet wurden, betragen 10 mm x 10 mm x 3 mm. Als geeignetes Material fur einen 
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Permanentmagneten haben sich seltene Erdmatenalien (z. B. NeFeB, VACODYM 370 HR) 
mit einem optimalen BH-Maximum bei kleinsten Abmessungen erwiesen. Fur eine effizieme 
Abscheidung ist es vorteilhafl, den Gradienten des Magnetfeldes besonders ausgepragt zu 
dimensionieren. Aus diesem Grund sollte auch die Posiuoiuerung des Magneten moglichst 
nah an dem GefaB erfolgen. Bevorzujrt werden fur die ProbenbearbeitungsgefaBe 
Materialien mit einer mogUchst geringen Dampfung des Magnetfeldes emgesetzt, z. B. 
Polypropylen. 

An der Baueinheit zur Aufhahme der ProbenbearbeitungsgefaBe sind an der Unterseue der 
Kavuat Schlauche (51) befestigt. die wiederum rrat einem, einen Umerdruck erzeugenden 
System, verbunden sind. Jeder Kavitat ist ein Schlauch zugeordnet. Da im Bodenbere.ch der 
ProbenbearbeitungsgefaBe Offhungen vorgesehen sind, kann durch Erzeugen eines Unter- 
druckes der Inhalt der ProbenbearbeitungsgefaBe abgesaugt und in den Abfall (Waste) 
uberfuhrt werden. In der Ausfuhrung gemaB FIG 2 bes,tzt jede Kavitat erne Dichtung, die 
beim Absaugen des Wastes verhindert, daB Luft zwischen ProbenbearbeitungsgefaC und 
Inlet (14) angesaugt wird. 

Das Unterdrucksystem besteht im wesentUchen aus einer Kolbenhubpumpe (50), die uber 
ein Schlauchsystem mit den Kavitaten verbunden ist. Dazwischen ist ein Waste-Behalter 
geschaltet der die Flussigkeit aumimmt. Die Flussigkeit, welche aus den Probenbearbe,- 
tungsgefaBen abgesaugt wird, ist Abfall. Des weiteren ist zwnschen jedes Probenbearbe- 
tungsgefafl und dem Waste-Behalter ein Ventil geschaltet. Dieses Ventil ermogLcht das 
Schalten des Unterdrucks zu jeder Kavitat, wenn das System von der Pumpe uber die Ab- 
fallflasche (Waste-Behalter) bis hin zum VentU permanent evakuiert ist. Es ist erfindungs- 
gemaB sowohi ein paralleles als auch ein sequentieUes Absaugen der Probenbearbeitungsge- 
faQe moglich. 

In einer anderen Ausfuhrungsform werden Kolbenhubpumpe und Ventile durch erne 
Schlauchpumpe ersetzt. Die Abfallflasche ist in diesem Fall nicht permanent evalanert, »e 
befindet sich im Fluidstrom hinter den Kavitaten und der Schlauchpumpe. Diese Anordnung 
erlaubt nur ein paralleles Absaugen der Kavitaten. Es konnen auch mehrere Schlauch- 
pumpen eingesetzt werden, die dann eine bestimmte Anzahl von Kavitaten bed.ene, Damn 
ist ein teilweise sequentieUes Arbeiten moglich. 
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Die Bewegung der ProbenbearbeitungsgefaBe erfolgt bevorzugt in honzontaler Richtung. 
Besonders bevorzugt wird die Aufhahmeeinheit (10) bewegt, welche Vertiefungen (12) mit 
jeweils einem Probengefafl enthalt, so dafl alle darin befindlichen ProbengefaBe geschuttelt 
werden. Uber Schwingungsdampfer ( 1 1) wird die Ubertragung der Bewegung auf das Ge- 
samtgerat reduziert. Im Sinne der Erfindung bevorzugt ist die Verwendung eines Schiittlers 
(30), der die Bewegung der ProbenbearbeitungsgefaBe (A) durchfuhrt. Diese Einheit kann 
jede prinzipiell zum Mischen von Fliissigkeiten in einem GefaB geeignete mechanische 
Einrichtung sein. Ein bevorzugtes Beispiel einer soichen Einheit ist im Folgenden beschrie- 
ben. 

Ein Schrittmotor mit einem Excenter und einer Ausgleichsmasse bewegen von einem festen 
Rahmen (1) die uber Schwingungsdampfer auf diesen Rahmen aufgesetzte Aufriahmeeinheit 
(10) in einer kreisformigen exzentrischen Bahn, fester Amplitude und variabler Frequenz. 
Die bevorzugte Amplitude A ist < 1,5 mm, die bevorzugte Frequenz (0 ist grbBer als 1 Hz 
und kleiner als 50 Hz. Die Misch- bzw. Resuspensionsdauer betragt je nach physikalischen 
Eigenschaften des Probenmaterials zwischen 5 und 30 s. Durch Austausch des Excenters ist 
es mdglich, die Amplitude zu variieren. 

Die Kombination des erfindungsgemaBen Systems mit einem Pipettierautomaten ist als 
solche nicht naheliegend, da hierfur das Vorsehen einer definierten Positionierung der 
ProbengefaBe vor und wahrend der Pipettierschritte erforderlich ist. Das Schutteln der Ge- 
faBe fuhrt sonst dazu, dafl sich die GefaBe nach jedem Schuttelvorgang an einer anderen 
Position befinden. Sofem die Position der GefaBe wahrend des Pipettiervorganges nicht 
genau spezifiziert ist, besteht die Gefahr, daB der Pipettiervorgang nicht ordnungsgemafl 
durchgefuhrt werden kann. Deshalb wird dafur gesorgt, daB sich das GefaB nach dem 
Schutteln in einer definierten, sogenannten Home-Position befindet, in welcher eine Pipettie- 
rung oder andere Vorgange stattfinden konnen. 

Vorteilhaft ist der Einsatz eines Schrittmotors gegnuber dem Einsatz eines Gleichstrom- 
motors, urn eine definierte Home-Position zu gewahrleisten. Die Home-Position kann vor- 
teilhaft mit einer Lichtschranke detektiert werden. 

In Bezug auf die konstruktive Ausfiihrung bestehen noch die folgenden non-invasiven alter- 
nativen MogUchkeiten, die aber alle in der Konstruktion aufwendtger sind (Varianten 1 und 
2) oder in den Mischschritten (3.) langer dauem: 
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, Eine Kor»b,nauo„ von eins, zwei ode, drei Imearen Anmeben fur die Aufnahrnee.nhe,, 
in der Ebene taw. im Raum (X, Y-, Z-Achse) zur Erzeugung von z. B. L^jous- 
Figuren. 

2 Taumeln, durch Neigen de, Rataens (0 urn mm b«s.imm.=n Winkel und Gegen- 

stellen der Au&ahmeeinheit (10). 

3. Magnetriihrer 

4 Schwenken oder Klopfen des DNA-Moduls. 

H. Kopplung der Komponemen des Syaems ,s, e,nersei.s z B. durch >n,gra. 

Uon der Magneren in die Emhei. 10. AuBerdcm s,nd die Sysiemkomponemen zeuhch ge- 
k „ppel. Zum Beisoiel »*d der Bemeb der Einheuen fur d,e gewunschte Anwendung ,n 
gee.gne.er Abfolge geaeuer,, was beispie,sw„ !e durch ein Compu.erprogramm oder durch 
IrJ.ia.ion der einzetoen Teilschntte durch den Anwender erfolgen kann. 
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Beschreibung des Verfahrens: 

Van ante A: 

In einem ersten Schritt wird die Probe in einem ProbenbearbeitungsgefaB zusammen mit 
magnetischen Partikeln (beads), welche die biologischen Kompartimente binden konnen, 
unter Schutteln des ProbenbearbeitungsgefaBes inkubiert. 

Die Inkubation der Proben mit den Magnetpartikeln kann auf beliebige Weise gestaltet wer- 
den. Erforderlich ist, daB sowohl die Probe als auch die magnetischen Panikel in das 
ProbenbearbeitungsgefaB eingebracht werden. Sowohl die An der Einbringung ais auch 
deren Reihenfolge ist prinzipiell ohne grbflere Bedeutung fur das erfindungsgemaBe Verfah- 
ren. Bevorzugt jedoch werden die magnetischen Partikel in Form einer Suspension mit 
einem bekannten Gehalt magnetischer Partikel in das ProbenbearbeitungsgefaB pipettiert 
Entweder anschlieflend oder vorher wird die Probe in das ProbenbearbeitungsgefaB ein- 
pipettiert 

Die Inkubation wird solange unter geeigneten Bedingungen vorgenommen, bis eine aus- 
reichende Menge an biologischen Kompartimenten an die Magnetpartikel gebunden sind. Es 
wird sich hierbei im Regelfal) um einen Zeitraum zwischen 1 min und 10 min handeln. Das 
ProbenbearbeitungsgefaB ist hierbei bevorzugt auf geeignete Weise, z B mittels etnes 
Ddckels oder/und eines Ventils verschlossen. 

Ein wesentliches Merkmal der Erfindung ist, daB das in dem ProbenbearbeitungsgefaB be- 
findliche Gemisch wahrend der Inkubation geschuttelt wird. Es kann sich hierbei um ein 
Intervallschutteln handeln. Das Schutteln kann jedoch auch wahrend der gesamten Inkuba- 
tionszeit oder nur Teilen davon durchgefiihrt werden. Das Schutteln dient dazu, eine aus- 
reichende Mischung der biologischen Kompartimente und der Magnetpartikel in der 
Flussigkeit zu erreichen, insbesondere die Suspension bzw. Resuspension der Beads und die 
Beschleunigung der Diffussion. Hierdurch wird die fur die Bindung der biologischen Kom- 
partimente an die Magnetpartikel erforderliche Zeit der Inkubation reduziert. 

Im AnschluB an die Inkubation und Bindung der Kompartimente an die Magnetpartikel 
werden die biologischen Kompartimente von der sie umgebenden Flussigkeit der Probe 
entfernt. Hierzu hat es sich als zweckmaflig erwiesen, die Magnetpartikel mit den daran ge- 
bundenen biologischen Kompartimenten durch Positionierung eines Magneten in der Nahe 
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des ProbenbearbeitungsgefaBes zu sammeln. Hierdurch werden bevorzugt die Magnet- 
partikel mit den biologischen Kompartimenten an der GefaBwand festgehalten. Die Ab- 
scheidung der Beads erfolgt also in der Regel an der Innenwand des Probenbearbeitunsgge- 
faOes Oder einem Teil davon, welche unter der Fluss,gkeitsoberflache der Probe befindhch 

ist. 

Anschlieflend wird die die biologischen Kompartimente umgebende Flussigkeit aus dem 
Probenbearbeitungsgefafl entfernt. Dies geschieht unter Bedingungen, bei denen die 
Magnetpartikel an der GefaBwand zunickbleiben. Die Art der Entfernung hangt von der Art 
des ProbenbearbeitungsgefaDes ab. Sie kann z. B. aboipettiert werden. In einer bevorzugten 
Ausfuhnmgsform jedoch, be, der das Probenbearbeitungsgefafl eine untere Auslafloffhung 
aufweist, wird die Flussigkeit durch diese einfach abgesaugt. D.ese Art der Entfernung halt 
die mechamsche Belastung der Magnetpartikel gering und vermeidet sorrut die Ablbsung 
der Magnetpartikel von der GefaBwand. 

Em besonders wichtiger Schnu »t die Resuspens.on der an der GefaDwand zuruckgehalte- 
nen Magnetpartikel in einer zugegebenen zweiten Flussigkek. tterzu W1 rd der Magnet aus 
der Nahe des GefaBes entfernt, so daB die Magnetpartikel nicht mehr durch den Magneten 
an der GefaBwand festgehalten werden. Wie oben beschrieben ist es auch mbghch, das Ge- 
faD aus der Nahe des Magneten zu entfemen. Gemafl der vorliegenden Erfindung hat S1 ch 
das emfache Entfemen des Magneten als nicht ausreichend fur eine Resuspens.on erw,esen, 
wenn nicht das GefaB erganzend, bevorzugt gleichzeiug geschuttelt wird. Dieses Schutteln 
wird mit dem Schuttler (30) durchgefuhrt. Es bewirkt eine gleichmaflige Verteuung der 
Magnetpartikel in der zweiten Fltissigkeit. Diese zweite Flussigkeit kann vor Entfemen des 
Magneten, jedoch auch erst nach Entfemen des Magneten in das Probenbearbeitungsgefafl 
eingefullt werden, z. B. durch Einpipettieren. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann auch zur weiteren Aufreinigung von biologischen 
Kompartimenten verwendet werden. Hierzu wird eine Suspension der Magnetpartikel, 
welche die biologischen Kompartimente gebunden enthalten, in emem Probenbearbe.tungs- 
gefafl so in Relation zu emem Magneten positioniert, daD die Magnetparukel mit den b.o- 
logischen Kompartimenten an der GefaDwand festgehalten werden, anschheflend die 
Flussigkeit, welche die biologischen Kompartimente enthielt, aus dem GefaB entfernt wud 
und anschlieBend die Magnetpartikel in einer zweUen Fluss.gkeit, hier einer Waschflus.g- 
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keit, durch Entfernen des Magneten aus der Nahe des GefkBes, so dafl die Magnetpanikel 
nicht mehr durch den Magneten an der GefaBwand festgehalten werden, und gleichzeitig 
Schutteln des GefaBes resuspendiert. Dieser Waschvorgang kann beliebig wiederholt wer- 
den, bis eine ausreichende Reinheit der biologischen Kompartimente erreicht ist. 

Ais weiterer Schritt des erfindungsgemaBen Verfahrens ist anschlieBend der AufschluD 
(Lyse) der biologischen Kompartimente vorgesehen. Verfahren zum AufschluB biologischer 
Kompartimente sind dem Fachmann ebenso bekannt, wie die spezifischen Bedingungen fur 
bestimmte Arten von Kompartimenten, z. B. Zellen. Beispielsweise werden fur den Auf- 
schluB von Bakterien die biologischen Kompartimente mit einer Mischung von Proteinase K 
versetzt und fur eine bestimmte Zeit inkubiert, die fur das Aufbrechen bzw. den teilweisen 
oder vollstindigen Verdau der Zellwande unter Freisetzung der in den biologischen Kom- 
partimenten enthaltenen Nukleinsauren inkubiert wird. Dabei wird bevorzugt bei Tempera- 
turen liber Raumtemperatur, besonders bevorzugt zwischen 70 und 95 °C gearbeitet. Die 
Mischung, welche durch den AufschluB der Zellen erzeugt wird, wird im Folgenden auch als 
AufschluBrnischung bezeichnet. Die Inkubation wird vorzugsweise uber eine Zeit von 5 bis 
20, besonders bevorzugt zwischen 10 und 15 Minuten durchgefuhrt. 

Insbesondere, wenn der AufschluB der Zellen bei Raumtemperatur oder geringfugig erhoh- 
ter Temperatur stattgefunden hat, ist es bevorzugt, die AufschluBrnischung anschlieBend auf 
hohere Temperaturen zu erhitzen, beispielsweise auf 70 °C, oder, bei potentiell infektiosen 
Proben, auf 95 °C Hierbei kann gewunschtenfalls auch das Lysereagenz, sollte es bei 
weiteren Schritten stbren, inaktiviert werden. 

AnschlieBend wird die AufschluBrnischung abgekiihlt, und zwar unter Bedingungen, die ab- 
hangig sind vom Zweck des erfindungsgemaBen Verfahrens. Soli eine Isolierung der 
Nukleinsauren an einer festen Phase stattfinden, werden Bedingungen eingestellt, bei denen 
die Nukleinsaure an diese feste Phase binden konnen. Ein geeignetes Verfahren zur Bindung 
von Nukleinsauren ist die Inkubation der freigesetzten Nukleinsauren mit Glasoberflachen 
unter Anwesenheit chaotroper Salze. Ein solches Verfahren ist beispielsweise beschrieben in 
EP-A-0 389 063. Hierbei werden die Nukleinsauren in unspezifischer Weise an die Glas- 
oberflache gebunden, wahrend andere Bestandteile der biologischen Kompartimente sowie 
der AufschluBreagenzien nicht oder nur unwesentlich an die Glasoberflache gebunden 
werden. Bevorzugt wird anschlieBend die Fliissigkeit, welche die iibrigen Bestandteile 
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end* aus dem Probenbearbeitungsgef^ enmommen, z- B. abgesaug,, wahrend die Glas- 
oberMch. mi. den daran gebundenen Nukleinsauren im Prctabearbetangsgefau verb!e,ben 
kann ta emer bevorzugm. Ausfthnmgsform wi,d eine fes.e Phase in Form ernes G.as- 
faservlieses in das ProbenbearbeirungsgeSB eingefuhr, und mi, der Mischung iai.-ub.cn 
Hierduroh werden die Nuklemsauren an dcr G,asfaser immobil,s,en und konnen auf e,nfache 
Weise mi. dem Gla.6sav.ies .us d=m ProbenbearbeimngsgefaB en.nomme„ werden. 
Fur den Fall daB die Nuldeinsauren nach ihrer Freiseuung nachgewiesen werden sollen. 
werden diese mi. einer Sonde hybndisien. Bei dieser Sonde handel, es sich, wie oben be- 
schrieben, urn ein IUM -lones eine z» der „a*ruweisenden Nukle.ns.ure ode, emen 
Teil davon komplememaren Basensequen, aufweis,. In einem bevor.ug.en Falie handel. es 
sich um ein Oligonukleoud, welches mi. einer nachweisbaren Gruppe marker, «. D,e Ab- 
kuhlung der Realcionsmischung find., daher urner Bedingungen s«.u. be, denen e,ne 
Hybridisierung der nachzuweisenden Nukle,ns.u,e nm der Nukleinsauresonde suunnde,. 
Diese Temperaruren sind einem Fachmann bekanr,. In einer ande,en AusfUhnmgsfonn ,1s 
Verfahren zum Naehweis von NuUeinsauren node, «,ne Hybridisierung zw,schen der nach- 
zuweisenden Nukleinsaure und einer Fes.phasen-gebundenen Nukleinsauresonde s.a„. 
Hierbei kann die Sonde an eine beliebige Fes.ph»se, solange sie nu, von de, obngen Reak- 
ucnsnuschung ab.rennbar is,, ve^ende. werden, , B. Mikro.i.erpianen-Kavna.en ode, d, 
m^nwand des Probenbe^eirungsgeMes. Verfahren zur ImmobiUs.en.ng von 
Nukle-nsauresonder, insbesondere der sogenann,en Fangsonden, sind dem Fachmann be- 
kanm,z. B.ausEP-A-0 523 557. 

■m allgemeinen wird si* an die AbkOhlung de, Nfcschung eine AUrennung der zu isolieren- 
den bzw. n^hzuwcsenden Nukleinsauren von der sie umgebenden Flassigkei, welche ggf. 
noch Res.e der AufschluBmischung und ev.1. der flr die Bindung der Nuldeinsauren an e,ne 
ft* Phase benumenRealenzien en,ha», anschlieOen. Hierzu kann, j. nach An de, «- 
wende.enfes.enFh.se, eine Filrrauon Oder eine Entfernung der fes.en Phase aus em 
Probenbearbe.nmgsgeM Oder Abpipe«,ere„ der Flussigkei, .us dem Probenbearbenungs- 
gefaB vorgenommen werden. 

«. gebundenen Nukleinsauren s<ehen ansc*Be„d emweder m r Aulhebung ihrer Bindung 
an L fes,. Ph*e ode, ihren direlcen Naehweis in ablichen, dem Fachmann bekann,e„ 
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Verfahren zum Nachweis von Nukleinsaurensequenzen oder einer Markierung zur Verfu- 
gung. 

Van ante B 

In einem ersten Schritt wird die Probe in ein Probenbearbeifungsgefafl zusammen mit Lyse- 
Reagenz, glasmagnetischen Partikeln (beads), welche die in den biologischen 
Kompartimenten enthaltenen Nukleinsauren binden kbnnen, pipettiert und das 
ProbenbearbeitungsgefaBes anschlieBend verschlossen und geschuttelt. Erforderlich ist, daO 
sowohl die Probe, das Lyse-Reagenz als auch die glasmagnetischen Partikel in das Proben- 
bearbeitungsgefafl eingebracht werden. Sowohl die Art der Einbringung als auch deren 
Reihenfolge ist prinzipieH ohne groBere Bedeutung fur das erfindungsgemalk Verfahren 
Bevorzugt jedoch werden die glasmagnetischen Partikel in Form einer Suspension mit 
einem bekannten Gehalt glasmagnetischer Partikel in das ProbenbearbeitungsgefaB 
pipettiert. Entweder anschlieBend Oder vorher wird die Probe in das Probenbearbeitungsge- 
faB einpipettiert. Wesentlich ist, daB Probe, glasmagnetische Partikel und Lyse-Reagenz 
durch Schiitteln homogen durchmischt werden. 

Als weiterer Schritt des erfindungsgemaBen Verfahrens ist anschlieBend der AufschluB 
(Lyse) der biologischen Kompartimente vorgesehen. Verfahren zum AufschluB biologischer 
Kompartimente sind dem Fachmann ebenso bekannt, wie die spezifischen Bedingungen fur 
bestimmte Arten von Kompartimenten, z. B. Zellen. Beispielsweise werden fur den Auf- 
schluB von Bakterien die biologischen Kompartimente mit einer Mischung von Proteinase K 
versetzt und fur eine bestimmte Zeit inkubiert, die fur das Aufbrechen bzw. den teilweisen 
oder vollstandigen Verdau derZellwande unter Freisetzung der in den biologischen Kom- 
partimenten enthaltenen Nukleinsauren inkubiert wird. Dabei wird bevorzugt bei Tempera- 
turen iiber Raumtemperatur, besonders bevorzugt zwischen 70 und 95 °C gearbeitet. Die 
Mischung, welche durch den AufschluB der Zellen erzeugt wird, wird im Folgenden auch als 
AufschluBmischung bezeichnet. Die Inkubation wird vorzugsweise tiber eine Zeit von 5 bis 
20, besonders bevorzugt zwischen 10 und 15 Minuten durchgefuhrt. 

Insbesondere, wenn der AufschluB der Zellen bei Raumtemperatur oder geringfugig erhoh- 
ter Temperatur stattgefiinden hat, ist es bevorzugt, die AufschluBmischung anschlieBend auf 
hflhere Temperaturen zu erhitzen, beispielsweise auf 70 °C, oder, bei potentiell infektiosen 
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Proben, auf 95 °C. Hierbei kann gewiinschtenfalls auch das Lysereagenz, soUte es bei 
weiteren Schritten storen, inaktiviert werden. 

Ein wesentliches Merkmal der Erfindung ist, dafl das in dem Probenbearbeitungsgefafl be- 
findliche Gemisch wahrend der Inkubation geschuttelt wird. Es kann sich hierbei urn ein 
Intervallschutteln handeln. Das Schutteln kann jedoch auch wahrend der gesamten Inkuba- 
tionszeit Oder nur Teilen davon durchgefuhrt werden. Das Schutteln dient dazu, eine aus- 
reichende Mischung der biologischen Kompartimente und der Magnetpaitikd in der 
Flussigkeit zu erreichen, insbesondere die Suspension bzw. Resuspension der Beads und d,e 
Beschleunigung der Diffusion. Hierdurch wird die fur die Bindung der biolog,schen Kom- 
panimente an die Magnetpartikel erforderliche Zeit der Inkubation reduziert. 

AnschlieBend wird die AufschluBmischung abgekiihlt. und zwar unter Bedingungen. die 
abhangig sind vom Zweck des erfindungsgemaBen Verfahrens. Die aus dem b.olog.schen 
Kompartiment herausgelosten Nukleinsauren sollen nun unspezifisch an der Oberflache der 
glasmagnetischen Parukel binden. Um eine Verbessenmg der Bindungseigenschaften zu 
erzielen, wird der AufschluBmischung nach der Lyse noch i-Propanol oder Ethanol zugege- 
ben, in Abhangigkeit von der Art des biologischen Kompartiments. AnschlieBend erfolgt 
erne weitere Durchmischung des Ansatzes durch Schutteln des ProbenbearbeitungsgefaBes. 
Die Nukleinsauren werden nun unspezifisch an der Festphasenoberflache gebunden, wobe, 
andere Bestandteile des biologischen Kompartiments und AufschluBreagenzien mcht oder 
nur in unwesentlichen Bestandteilen an die Glasoberflache adsorbieren. 

Nachdem diese Festphasenbindung abgeschlossen ist, wird durch Aktivierung der 
Magnetfelder das glasmagnetische Pigment mit der gebundenen Nukleinsaure an die 
Innenwand des ProbenbearbeitungsgefaBes abgeschieden und der Uberstand aus dem GefaB 
entnommen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform jedoch, bei der das Probenbearbe,- 
tungsgefaB eine untere AuslaBofihung aufweist, wird die FlussigkeU durch diese e.nfach 
abgesaugt Diese Art der Entfernung halt die mechanische Belastung der Magnetpamkel 
gering und vermeidet somit die Ablosung der Magnetpartikel von der GefaBwand. 

In einem nachsten Bearbeitungsschritt werden die glasmagneuschen Partikel in einer 
WaschMssigkeit resuspendiert. Hierzu wird der Magnet aus der Nahe des GefaBes entfemt, 
so daB die Magnetpartikel nicht mehr durch den Magneten an der GefaBwand festgehalten 
W erden Wie oben beschrieben ist es auch moglich, das GefaB aus der Nahe des Magneten 
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zu entfemen. Gemafl der vorliegenden Erfindung hat sich das einfache Entfemen des 
Magneten als nicht ausreichend fur eine Resuspension erwiesen, wenn nicht das Gefafi er- 
ganzend, bevorzugt gleichzeitig geschuttelt wird. Dieses Schutteln wird wiederum durch 
den Schuttler (30) durchgefuhrt, was eine gleichmaflige Verteilung der Magnetpartikel in 
der Waschfliissigkeit bewirkt. Diese Waschfliissigkeit kann vor Entfemen des Magneten, 
jedoch auch erst nach Entfemen des Magneten in das ProbenbearbeitungsgefaB eingefulk 
werden, z. B. durch Einpipettieren. Der Waschschritt kann beliebig wiederholt werden bis 
eine ausreichende Reinheit der isolierten Nukleinsauren erreicht ist. 

Die gebundenen Nukleinsauren stehen anschlieBend entweder zur Aufhebung ihrer Bindung 
an die feste Phase oder ihren direkten Nachweis in iiblichen, dem Fachmann bekannten 
Verfahren zum Nachweis von Nukleinsaurensequenzen oder einer Markierung zur Verfu- 
gung 

Das erfindungsgemafle Verfahren benutzt also eine Kombination von Bearbeitungsschritien. 
welche eine Aufhahmeeinheit (10) zur Aufhahme eines oder mehrerer Probenbearbeitungs- 
gefaBe, eine Thermostatoreinheit (20) zur Thermostatisierung der Probenbear- 
beitungsgefafie und darin enthaltener Flussigkeiten, einen Schuttler (30) zum Schutteln der 
Probenbearbeitungsgefafle und eine Einheit (40) zur magnetischen Abscheidung der 
Magnetpartikel an eine Wand jedes ProbenbearbeitungsgefaBes verwenden. Uberraschen- 
derweise lassen sich diese Verfahrensschritte und Einheiten in einem einzigen Reaktions- 
block ausfuhren. Als Reaktionsblock wird hiermit eine Vorrichtung verstanden, welche die 
Einheiten 10, 20, 30 und 40 teilweise oder vollstandig in aufeinander abgestimmter Kopp- 
lung enthalt. Auf erfindungsgemafle Weise gelingt es auf einfache Weise einen Vorgang, 
welcher bisher eine Vielzahl manueller Arbeitsschritte voraussetzte, in einem einzigen Gerat 
ablaufen zu lassen. Insbesondere hat es sich erwiesen, daB die erfindungsgemaBen Reak- 
tionsblocks besonders effektiv sind. Verfahren zur Freisetzung und Isolierung von Nuklein- 
sauren kSnnen mit ihnen schneUer durchgefuhrt werden als bisher. Es ist dariiber hinaus 
moglich, wahrend der genannten Schritte die Nukleinsaure nicht aus dem GefaB zu ent- 
femen. Dies stellt sowohl im HinbUck auf den Zeitaufwand, als auch auf die Vermeidung 
von Kontaminationen einen erheblichen Fortschritt gegenuber dem Stand der Technik dar. 
UbUcherweise wurden bisher namlich Abkuhlungen von Suspensionen durch manuelle 
Entnahme eines ProbenbearbeitungsgefaBes aus dem Gerat und Eintauchen des GefaBes in 
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ein Kuhlbad durchgefuhrt. Ein solches Vorgehen hat sich als fur die Zukunft in der 
Routinediagnostik nicht ausreichend geeignet erwiesen. 

In FIG 3 ist ein erfindungsgernfcBes Verfahren zur Isoherung von Nukleinsauren gezeigt. 
Auf diese Figur wird bei der im folgenden Beispiel beschriebenen Schiiderung ernes Verfah- 
rens Bezug genommen. Das ProbengefaB befindet sich in einer Aufhahme in Einhet 10, 
wobei bevorzugt am Probengefafl ein Steg (A20) vorgesehen ist, der der Innenform der 
Aufoahme angepaBt ist (z. B. konische AuBenform). Die im Langsschrutt gezeigten Gef.Be 
konnen auf einfache Weise spritzguBtechnisch aus Polypropylen hergestellt werden. 

Ein Hauptvorteii der Erfindung ist, daB das System in wetan Umfang auf die Verwendung 
untersduedlicher GroBen von Magnetpartikeln adaptiert werden kann. Es ist reiativ fle»bd 
und in unterschiedlichsten Verfahren einsetzbar. 

Durch das folgende Beispiel wird der Gegenstand der Erfindung naher eriautert: 
Beispicl 1 

M to, rf-dungsgcmaOcn Verfahren hand* es sich um ein Verfahren, dessen GrundzUg. 
dem Fachmann aus der Nuldeinsaurediagnoaik bekann. sind. Sow* expenmentdle Deuuls 
im Folgenden mem ^ki sine, wird voUinhaluich auf Molecular (M« Herausg.be, 
J Sambrook « al.. CSH 1989 Bezug genommen. 

L, einer besonderen Ausfuhnmgsform des ertadungsgemiOen Verfahrens Br die Aufarbei- 
ung nuldetasauretaltiger Proberdasungen, werden folgende Arbetaschritte durchgefita 
(siehe FIG 3). In einem ersten Schrht (I) wird eine zeUhahige Probenfiussigke,. m eu.cn, 
ProbegefH) (A) mi. einem Serial Wcubiert. an welches die ZeUen geiunden werden, au, 
denen Nukleinsauren gewonnen werden soUen. Kerzu kann die*, Ma.er.al e„«wed=r sp, 
zifische Bindeeigenscnaften far die Oberflache der ZeUen aufweisen. , B. durch ImmobO, 
sierung von AnukOn*™ gegen OberMcher-nugene Oder ein Absorberma.=rial (A16, ™cm 
.ezeig.) « tann jedoch auch ein Material mi. Fu.ereigenschaf.en (A! 5. nich. geze,g0 
vorgesehen sein, durch welches die ZeUen zun.ckgehal.en werden, wenn die Fiussigken 
durch das Maurial durcha*, z. B. aus dem Probengefau entfern, - Bedingungen fur d,e 
tamobiMerung von ZeUen an OberfUchen smd dem F.chmann bekann., , B . .us , Mchods 
in Enzymology VoL 171, Biomembr^e. / Pan R Transport Theory: CeU and Model 
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Membranes, Edited by Sidney Fleischer, Becca Fleischer, Department of Molecular 
Biology, Vanderbilt University, Nashville, Tennessee, Seiten 444 ffoder 581 ft. 

Wahrend der Inkubation ist das ProbengefaB bevorzugt durch einen Deckel (B) ver- 
schlossen, um aktiven bzw. passiven Kontaminationsschutz zu gewahrleisten. 

In einem weiteren Schritt wird die Fliissigkeit aus dem ProbengefaB entfemt, wahrend 
ZeUen, deren Nukleinsauren isoliert werden soUen, in an das Material gebundenem Zustand 
im ProbengefaB zuriickbleiben. Da es sich bei dem zellbindenden Material um partikulare 
Materialien handelt, kann ein Zuriickhalten dadurch erreicht werden, daB das Material 
magnetisch ist (HersteUer: Dynal, Oslo, Norwegen) und der Magnet von auBen an das 
ProbengefaB herangefilhrt wird. Die Fliissigkeit kann durch die AuslaBoffiuing (Al 1) unter 
Anlegen eines leichten Vakuums, abgesaugt werden. Hierzu ist an der AuslaBdffhung ein 
Ventil vorgesehen, welches sich durch Anlegen von Unterdruck offiiet. 

Zur weitergehendenEntfemung eventueU storender ProbenbestandteUe von den Zellen wer- 
den ein Oder mehrere Waschschritte vorgesehen. Hierzu wird in das ProbengefaB eine 
Waschfliissigkeit eingefUUt, in der sich eventuelle Verunreinigungen losen, die jedoch die 
Bindung der Zellen an die Oberflache des zellbindenden Materials nicht wesentUch beein- 
trachtigen. Solche Waschlosungen sind dem Fachmann z. B. aus den ZeUseparationsproto- 
koUen bzw. aus entsprechendenReinigungskitsprotokollen fur Nukleinsauren bekannt. Sie 
richten sich im wesentlichen nach der Art der Bindung der Zellen an das Material. 

Nachdem gegebenenfaUs die letzte Waschlosung aus dem ProbengefaB (A) abgesaugt 
wurde, werden die gereinigten, angereicherten ZeUen mit einer geeigneten Lysefliissigkeit 
zur Freisetzung der Nukleinsauren aus den ZeUen in Kontakt gebracht Die Reagenzien 
dieser Lyselosung richten sich weitgehend nach der Art der immobilisierten ZeUen (Rolfs et 
al.: PCR, Clinical Diagnostics and Research, Springer Verlag, 1992, S. 84 ff). Sofern es sich 
bei den ZeUen um Bakterien handelt, enthalt die Lyselosung bevorzugt Proteinase K zum 
Abbau der ZeUwand. GewiinschtenfaUs wird die Lyse durch Erhitzen bzw. Abkuhlen sowie 
Mischen der Reaktionsmischung durch Schiitteln des ProbengefaBes unterstiitzt. Am Ende 
dieses Aufschlusses Uegen die zu isolierenden Nukleinsauren frei in der L6sung vor. 

Auch wahrend der Lyse ist das ReaktionsgefaB bevorzugt durch einen Deckel verschlossen, 
um Kontaininationen aus der Umgebung zu verhindern. Nach Ende der Lyse wird der 
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* die NuUdnsiuren enAalt, ein Formkdrper (C) eingefuhrt, dessen Kontur (C2 
„ die inner. Ko«w (A.7) des ProbengettlSes .bgesunun. is.. Dieser M4» « 
*A to Richtung auf das ProbengeM und die ReaWonsmischung to durch « m en Fta 

«k Hlfe eine, BaaelemenK, (BU) des Deckels (B), der .uOerdem - Bauelement (B 0, 

welches zum VerschJuB de, ProbengeSBes geeigner ,s«. I. diesen, M *d der 
Pormkdrper mi. de* ergrffen TO und gleichzeUig mi. de. VerschluO des Fn*-- 
8eM es in d« ProbengeM eingefUhn. Wahrend dieses Verges wM auBerdem d,= Reak- 
L*, durch den Filter <CI .) in d«n Hohtan, (C 14) des Formkdrpers «-"*» 
C^urcTL Vorsehen des kdnnen etoerseUs groBe Paruke, - den, F^n,, - de„ 
Hohlraum gehinder. werden und andererseus »ird wegen der nukleinsaurebindenden 
Eigenschaften schon wihrend des Durebmns der Reakuonsmischung eine Bindung de, 

gewahlt. 

^ C gebikieKn Vonictaung entfern. durcb Absaugen durch die AuslaDSfihung (All)™ 
Probengetm Auch d,e in den Holdkdrper (C14, des Formkdrpers einged^gene Losung 
1 1, enrfcm, so d^ de, FKer mOglichs. keine Fibres* n,ehr 
*i a erbisnerverv^e,eDeck d <B)en,fern,, wobei der Formkorpe, (C^nachs, m 

Probengefifl verblcibt (eingcrastet) (V). 

(P, vorbeL (e-uweder in, ernndungsgentfBen System Oder auBerhalb). En, gegeben- 
J s .uf die*m GeBB befinducher Deckel wird entfern. (V* Bevorrugt *™d v. Ube, 
^ de. Foyers (C) in d. FJuuonsgeBB (D, eine EluuonsiOsung n, das 

rti^te ProbengeflO (A) mit den, Formk6rper (C) aofgesteckt (VII). 
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Zur Entnahme des Formkbrpers (C) aus dem ProbengefaB (A) wird der Formkbrper (C) mil 
dem Deckel (B) entfernt (Vffl). Die Kombination aus Deckel und Formkbrper wird an- 
schlieBend in das Elutionsgefafl eingefiihrt (DC). Bevorzugt enthalt der Formkorper (C) 
Mittel (C13, nicht ge2eigt) zur Fixierung des Formkbrpers im Elutionsgefafl (D), die be- 
wirken, daB der Formkbrper nur unter Zerstbrung des Formkbrpers (C) Oder des GefaDes 
(D) oder mit einer Kraft, die grbfler ist als die Kraft die zur Lbsung des Deckels (B) vom 
Formkbrper (C) erforderlich ist, aus dem GefaB (D) entfernt werden kann. Eine Entfemung 
des Formkbrpers aus dem Elutionsgefiifl ist nicht beabsichtigt. 

Wahrend des Eindringens des Formkbrpers (C) in das Elutionsgefafi dringt die vorgelegte 
Elutionslbsung in den Filter (CI 1) und die lbst die immobilisierte Nukleinsaure von der 
festen Matrix ab. Je nach Menge der vorgelegten Elutionslbsung wird entweder nur der 
Filter mit der Elutionslbsung getrankt oder dringt die Elutionslbsung mit den wieder ge- 
lbsten Nukleinsauren in den Hohlkbrper (C14) ein. Damit die Elution der Nukleinsauren 
mbglichst vollstSndig verlauft, sollte die Innenkontur des Elutionsgefafles mbglichst dicht an 
die Auflenkontur des Formkbrpers angepafit sein. 

In einem folgenden Schritt wird der Deckel (B) von der Kombination aus Formkbrper (C) 
und Elutionsgel&B (D) entfernt (X). Er wird benutzt, urn einen Stempel (E) aufzunehmen 
(XI) und in den Hohlraum des Formkbrpers (C) einzufuhren (XII). Dieser Deckel greift von 
innen in den Stempel (E). Der Stempel wird so kraftig gegen den Filter (CI 1) gepreBt, daB 
Fliissigkeit aus dem Filter durch eine in der Andrucksflache befindliche Oftnung in einen 
Innenraum des Stempels eindringt. Dieser Vorgang ist besonders erTektiv, wenn die An- 
drucksflache in ihrer auBeren Kontur zumindest in dem Bereich, in dem die Auspressung 
suttfinden soU, an die innere Kontur des Formkbrpers (C) angepaBt ist. Der Stempel (E) 
kann bevorzugt in dieser Lage, z. B. durch Einrasten, fixiert werden. Da die so gebildete 
Vorrichtung durch den Deckel relativ gut verschlossen ist, kann die nukleinsaurehaltige 
Lbsung in der Vorrichtung aufbewahrt werden. 

Zur Entnahme einer gewunschten Menge an Nukleinsaurelbsung kann der Deckel entfernt 
(Xffl) und Qber eine OfiBiung des Innenraums des Stempels die gewunschte Menge ent- 
nommen, z. B. in einem Pipettiervorgang (XIV). AnschlieBend kann der Deckel wieder auf- 
gesetzt werden. 



Im Folgenden wir das zu dem geschilderten Verfahren passende Ablaufschema angegeben. 
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Gcrat 


Anwcndcr 


automalisch (programmgesteuert) 
temperieren 
absaugen 

separieren (magn. Festphase) 
mischen/resuspendieren 


manuell 

pipettieren 
. Tubes, Glasvlieseinsatz, Back-Up 

GefaD auf Gerat piazieren 



Manudle Arteitssch*, and feuged™*, da, B ««Ut. Nich,— Aiteitsschritte od«, 
Teilabttufe werde. durch Bergen MspieUwei* einer Taste aufgerufen. 
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Im Folgenden werden das ProbengefaB A als Tube, Elutionsge&B D als Back-Up-GefaB, 
Formkorper C als GlasvUeseinsatz und Stempel E als AuspreBstempel bezeichnet. 



Qr>hritf M 


A Winn 


Zeit (s) 


1 
1 


Tube * 1 - 16 auf Reaktionsmodule plazieren 




z. 


Dinemeren - Rezeptor (50-lOOul) u. SA-beads 
(50-100 m1) in Tubes #1-16 




-? 


pipctticrcn - Probe (1.000 pi) in Tubes #1-16 




4 


Deckel - Tubes verschlieflen (16 Stuck) 










5 


Mischen; Frequenz = 30 Hz (parallel) 


30 s 


u 


Tnlmhatinn* 9 = 4 °C. nach Inkubation 9 = RT (parallel 


300-1.200 s 


O 


*»ut\ MicrKm wnhrenri Inkubation 




7 


Ma(m<~r AKTTV (narallel) 


5 s 


o 
o 


aticaiiom Wactp ^Miientiell 5 si 


80s 


Q 

y 


Maonrt TNAKTTV foaraHeH 


5s 








10 


Deckel - Tube dffiien (16 StQck) 




n 


1. Waschschntt 

nirw^rh^rra - Wacrhlficnna 500-1 000 ul fnieder- 

mnlar**c in Tubes #1-16 






nwiienmHiprm' Frprmwir = 30 Hz (narallen 


5s 




Mamiet AKTTV (narallel) 


5 s 


14 

It 


absaniren - Waste (sequcntiell 5 s) 


80s 




Magnet IN AKTTV (oarallel) 


5 s 








16 


2. Waschschntt 

pipetticren - Waschl6sung 500-1.000 \d (nieder- 
molares Salz) in Tubes #1-16 










17 


rcsuspendieren: Frequenz = 30 Hz (parallel) 


5s 


18 


Mamet AKTTV (parallel) 


5s 


19 


absaugen - Waste (sequcntiell 5 s) 


80s 


20 


Magnet IN AKTTV (parallel) 


5s 
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Aktion 



3. Waschschiitt (optional) 
pipettieren -Waschlosung 500-1.000 nl (nieder- 
— i»r~ Salz) in Tubes #1-16 
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Zcit (s) 



gsus pendiereo; F~T"»= = 30 Hz (parallel) 



5 s 



20.3 



M ^AKTTV (parallel) 



5 s 



absaugen - Wa*te (sequentiell 5 s) 



Mapnet INAKTTV (parallel) 



80s 



5s 



21 



pipettieren - Lyse-Mix, Rcagenz 1+2 (400 ul) 
Guanidinium Hydrochlorid Oder Guaniduuum Rhodanid 
und Proteinase K (25 ul) in Tubes 
#1-16 




pgndieren: FreQUf"* = 30 Hz (paraUel) 



23_ 
24 



25 



Tnlnihation: 9 = 70 C C 



600 s 



[Optional: Inkubation. 9 = 95 °C bei pot. infekt. 
Probcnl 



900 s 



r„lnih a tinn- 9 = RT 



300s 
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30. 
31 



Twv-el . Tube« flffhen ( 16 Stuck) 



pipettieren - Ethanol (Isopropanol) 200 ul in 
Tubes #1-16 




Miscnen; Frequen? = 30 Hz (parallel) 



jyrrYr] - T»h*« ftfrhen (16 Stuck) 



Glasvlies-Einsatz in Tube # 1 einsetzen in 
Tubes #1-16 
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Schritt# 


Aktion . 


Zeit (s) 


33 


pipettierai - Waschlosung 500 ul (chaotxopes 
Salz/Ethanol) in Tubes #1-16 




34 


absaugcn - Waste (sequentiell 5 s) _ 


80s 


35 


pipetticren - Waschldsung 500 ul (chaotropes 
Sabs/Ethanol) in Tubes #1-16 




36 


absaugen - Waste (sequentiell 5 s) . 


BU S 


37 


n.-l, T T«-»._/"w»Pifl aiifKfrtHlll CPtTCTl ( U 1 - 16) 




38 


« t • ,r>., ninrirtncT/riliimPTv in Radc-Uo-vjcfeB { 1 00- 

pipettieren - ciuuonsvuiuiuc*i x*a**»* ^^ ^-"^ v * 

200 ul) in Tubes # 1-16 




39 


Glasvlies-Einsatz von Tube # 1 in Back-Up-Ge&B 
uberfuhren (# 1-16) 




40 


AuspreBstempel (# 1 - 16) in Back-Up-Geftfi hinein - 
Elution _ _ — _ 




41 


Verschliefien Back-Up-Ge&B (16 Deckel) 




42 


Tube #1-16 vom RM nehmen - Waste , 





Gewunschienfidls werden die Absaugschlauche und die Ausnehmungen mittels einer Reini- 
gungsflussigkeit gespiilt und somit gereinigt (vor bzw. nach Durchfiihning des Verfahrens 
und in Abwesenheit der Probengefafle. 

Eine weitere Ausfuhrungsform eines Systems zur Freisetzung und Isolierung von Nuklein- 
sauren ist in den Figuren 4 bis 8 dargestellt. 

Figur 4: Perspektivische Darstellung des Systems 

Figur 5: Phantomzeichnung des Systems 

Figur 6: Aufiiahmeeinheit fiir ProbenbearbeitungsgefaDe 

Figur 7: Querschnitt durch eine Aufhahmeposition fur ein ProbengefaO 



Figur 8: Schieber mit Magneten 
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Des in Figur 4 dargesteltte Syaem besta 4 (100) Br ProbengettBe. Die 

Arfhahmeeinhenen (100) sind an einem T«g=r (101) befesug,. Durch .in. Bewegung des 
Triers (101) konneo die 4 Aumahr»einhehen (1 10) gemeinsam beweg. und geschunel, 
„„de» In der Pnar^nzeichnung (Figur 5) is. deuullierter zu erkennen, wie die Bewegung 
des TOgers (101) erfolgt Der Trager besnz. an seinen 2 Endenjeweils ein. kre,sform,ge 
Ausnehmung (.02), in der ein Zapfen (.03) Uuft. Der Zapfen (103) is, e,oe„,nsch aufder 
Achse eine. Motors (.04) angeordnet. so dafl bei einer Drehung der Mo.oracr.se erne Ver- 
schiebung des TrSgers in einer Ebene erfolg,. In der Pharuomzeichnung (F.gur 5) ,s, 
^.erhin zu erkeruKn, dafl die Auftahmeeinhei. (.00) KuhWppen (.05) bes,<*. Durch 
Venula,oren (106) in, Boden des Syaems wird zur Kuhlung ein Luflstrom durch d» Kuhl- 
rippen geblasen. 

ta Figur 6 is, eine Auftahmeeinhei. (.00) deiafllieru, darges.ell, Die Aufcahmeeinhei. be- 
sta 6 einzdne AurMuneposhionen (107) zur Aumahme von ProbenbearbeirongsgefaOen 
Die Autohmeposinonen (.07) sind uber *. Rahmen (108) .hermisch lenend rru. dem 
Pehierelemen, (109) und dieses mi. den Kuhlrippen (105) .erbundcn. In dem Rahmen (.08) 
beind., sich eine Widemandsheizung zur Beheizung der Aufnahmeposiuonen sow,. 
Temperamrde.ek.oren Der Rahmen (.08) is. aufeinen.Pe.uere.emen, (.09) monuer, das 
in Warmeausuusch mi, den Kuhlrippen (105) s,eh,. Ein. Erwarmung der Probenbearbe,- 

der Pr„ber*eerbei,ungsg.faue werden die Aufnahmeposiuonen (107) uber das Peluer- 
elemen. (109) gekuhl.. Die vom Pehierelemen. auf der gegeroiberliegenden Se,,e abge- 
gebene Wirme wird uber die Kuhlrippen (105) abgeftihr,. 

m Figur 7 is, ein Qu«rscbrd« durch eine einzeln. Aumahmeposiuon (.07) darg.s.e.1.. D,e 
Aurnahmeposiuon beshz. eine Bohrung, in der sich ein ProbengeM (1 10) befinde, 
ProbengeM und Bohrung sind so aufeinander abgesunun, dau die Warden a— 
anjiegen, urn einen effinemen Warmettbergang zu ermOghchen Vorrugswe.se besnz, das 
ProbengeaB eine .eich<e Konizi* d. h. verjung, sich rur U„,erser,e, da so be, VorUcgen 
einer ernsprechendenKoniziU, der Aufcanmeposiuon ein gu,er Kon.sk, der Wandungen 
creich, werden kann. Bevorzug. be«g, die KonM,*. 0,5 bis , •. Im un,ere„Bere,ch der 
AufMhmep0 sMon befinde, sich ein Einsa* der an seiner Un,ersei,« erne Ausnehmung 
(1 12, besto in welch, die Olive eines ScUauche, eingeschraub. werden kann. An see, 
Ob«rsei,e besto der EinsaO (U2) eine Ausnehmung, in die ein verier Ted des 
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ProbengefaBes (1 10) eingeschoben wird. Urn einen dichten AbschluD zwischen dieser Aus- 
nehmung und der Veijiingung des ProbengefaBes zu erzielen, befindet sich an dieser Stelle 
ein Dichtungsring (1 13) in Form eines O-Ringes, der die VerjOngung des ProbengefaBes 
umfaflt. Zur Entnahme von Fliissigkeiten aus dem ProbengefaB (1 10) wird mirtels eines 
Schlauches, der an die Ausnehmung (1 12) angeschlossen ist, ein Unterdruck an das 
ProbengefaB (1 10) angelegt. 

Die erfindungsgemaBe Nutzung des Systems sieht es vor, daB an die ProbengefaBe (110), 
wahrend sie sich in den Aufhahmepositionen (107) befinden, ein Magnetfeld angelegt wer- 
den kann, urn magnetische Partikel festzuhalten. Zu diesem Zweck wird an die Aufhahme- 
positionen (107) die in Figur 8 dargesteUte Anordnung von Magneten herangefahren. 

Figur 8 zeigt eine bewegliche Anordnung von 4 x6 Magneten (114), entsprechend der Zahl 
von 4 Aufhahmeeinheiten (1 10) mit jeweils 6 Aufhahmepositionen (107). Die in Figur 8 
dargestellte Anordnung besitzt eine Schiene (115), auf der 4 Einheiten von jeweils 
6 Magneten montiert sind. Die Schiene (115) ist an dem Trager (116) befestigt, der weiter- 
hin einen Motor (1 17) tragt. Auf der Achse des Motors ist ein Zahnrad (nicht dargesteUt) 
montiert, das in die Zahnung (nicht dargesteUt) einer Zahnstange (1 18) eingreift. Der Trager 
(1 16) ist durch Linearkugellager (1 19) auf Zylindern (120) verschiebbar angeordnet. In der 
Position, in der eine Abscheidung von Magnetpartikeln erfolgt, befinden sich die Magneten 
(1 14) mit ihren Stimflachen direkt an den abgefiachten Seiten (121) der Aufhahmeposi- 
tionen (107). Urn die Magnete von den Aufhahmepositionen wegzubewegen, wird der 
Motor (117) aktiviert und der Trager samt der Schiene (115) linear verschoben. 
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Bczugszeichenliste 

ProbcngcfSD 
EinlaBflffiuing 
AuslaBSffhung 
innere Form 
AuBenform 
umlaufender Steg 

Element zur Fixierung von weiteren Funkuonselementen 
Deckel 

Bauelement rum VerschlieBen des Probengefalles A 
Bauelement zum Ergreifen des Formkorpers C 

Formkorper 

porose Matrix 
auOere Kontur 

Mittel zur Fixierung des Formkorpers im ElutionsgefaB 
Hohlkorper 

Mittei zur Befestigung eines Deckels 
innere Kontur 

Mittel zur Fixierung eines Stempels E, umlaufend 
umlaufender Steg, abbrechbar 
Rand 

ElutionsgefSB 
12 Einrastkerbe 
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Gerat 

I Rahmen 

1 0 Aufcahmeeinheit fur ProbengefaBe 

I I Schwingungsdampfer 

12 Vertiefung/Kavitat 

13 Sockel 

1 4 Inlet zum Heizen und Kuhlen von A 

20 Therroostatoreinheit zur Thermo statisierung von ProbengefaBen 

2 1 Ruhl-/Heizmittel Leitung 

30 Schutteler fur ProbengefaBe 

40 Abscheider zur magnetischen Abscheidung von Magnetpartikeln 

4 1 Achsen zum Drehen der Magnetsegmente 

42 Magnetsegmente 

50 Vakuumpumpe/Pumpeneinheit 

5 1 (Unterdruck)schlauch 

1 00 Aufoahmeeinheit fur ProbengefaBe 

101 TrSger 

102 kreisfbrmige Ausnehmung 

103 Zapfen 

104 Motor 

105 KOhlrippen 

106 Ventilator 

107 Aufoahmeposition 

108 Rahmen 

109 Peltierelement 

110 ProbengeftB 

111 Einsatz 

112 Ausnehmung 

113 Dichtungsring 

1 14 Magnet 

115 Schiene 

116 Triger 

117 Motor 

118 Zahnstange 
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119 Linearkugeliager 

120 Zylinder 
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Patentanspruche 

1 Verfahren zur Freisetzung und Isoliemng oder zur Freisetzung und Nachweis von 
Nukleinsauren aus biologischen Kompartimenten einer Probe, enthaltend die Schritte: 

- Inkubation der Probe in einem ProbenbearbeitungsgefaB zusammen nut Magnet- 
partikeln, welche die biologischen Kompartimente binden konnen, unter Schiitteln 
des Probenbearbeitungsgefafles, 

- Positionierung eines Magneten in der Nahe des GefaBes, so dafl die Magnetpartikel 
an der GefaBwand festgehalten werden, 

- Entfernen der resultierenden Flussigkeit aus dem Gefafl 

- Resuspension der Magnetpartikel in einer zweiten Flussigkeit durch 

a) Entfernen des Magneten aus der Nahe des Gefafles, so dafl die Magnetpartikel 
nicht mehr durch den Magneten an der GefaBwand festgehalten werden und 
gleichzeitig 

b) Schiitteln des GefaBes, 

- AufschluB der biologischen Kompartimente unter Herstellung einer AufschluB- 
mischung, 

- Envarmung der AufschluBmischung, 

- Abkiihlung der Mischung unter Bedingungen, die die Isolierung oder Hybridisie- 
rung der zu isolierenden oder nachzuweisenden Nukleinsaure ermoglichen. 

2. Verfahren gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB wahxend der genannten 
Schritte die Nukleinsauren nicht aus dem Geftfl entfernt werden. 

3. Verfahren gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die genannten Schritte in 
einem einzigen Reaktionsblock stattfinden. 

4. Verfahren gemiB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die magnetischen Partikel 
eine GrfiBe von mehr als 2,8 \im haben. 
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5 System zur Freisetzung und Isolierung von Nukleinsauren aus einer Suspen S1 on von 
biologischen Kompartimcnten nut Magnetpartikeln enthaltend die Komponenten 

. eine Aufeahmeeinheit (10, 100) zur Aumahme eines oder mehrerer Probenbearbei- 
tungsgefaQe (A), 

- eine T^ermosUtoreinheit (20) zur ThermosUtisierung der Probenbearbeitungsge- 
faBe (A) und der darin enthaltenen Flussigkeiten, 



- einen 



Schuttler(30) zum Schiitteln der ProbenbearbeitungsgefaBe (A), 



6. 



- einen Abscheider (40) zur magneuschen Abscheidung der Magnetpartikel an erner 
Wand jedes ProbenbearbeitungsgefaBes (A), 

in aufeinander abgestimmter Kopplung. 

System gemafl Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB es zusaulich eine Purnpen- 
einheit (50) zur Entfernung von Fliissigkeit aus dem ProbenbearbertungsgefaB (A) 
enthalt. 

, System gem*B Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB der Abscheider (40) 
und die Aumahmeeinheit (10) relativ zueinander beweglich gelagert smd. 

I Syst em gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Probenbearbeitungsge- 
faB (A) eine untere AuslaB6fihung (Al 1) aufweisen, die mit einer Saugvomchtung 
verbunden ist oder verbunden werden kann. 

9. System gem*B Anspruch 5 , dadurch gekennzeichnet, daB es erne Vielzahl von 
ProbenbearbeitungsgefaBen (A) enthalt. 

10 System gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Aumar^eeinheit (10 
l^durch onen Elenterantrieb innrf-lb e.er Ebene beweg^d, d,e im wesen, 
lichen seakrecht zur Achse des bzw. der ProbenbearbeitungsgefaBe ,st. 

! 1 System gem^B Anspruch 5, dadurch gekennz^ichne, daB die 
eine Widerstandsheizung sowie ein Peltierelement beinhaltet. 
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12. System gemaB Anspmch 5, bei dem ProbenbearbeitungsgefaCe und Aufoahmepositio- 
ncn eine aufeinander abgestimmte Konizitat aufweisen. 
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